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Abstract 



To manufacture a whey protein hydrolysate having reduced allergenicity, an enzymatic hydrolysate of a 
whey product is subjected first to a thermal treatment and then to a second hydrolysis with a proteolytic 
enzyme. Under these conditions, the minor proteins which have remained intact after the first hydrolysis, 
and which constitute allergens, are degraded to peptides. The hydrolysate obtained is intended for 
incorporation in food preparations for dietetic use, especially in formulae for infants. 
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@ Prooedi da pr6 pa ration d'un hydro lyaat de prolines da lactosSrum et d'un ailment 
hypoallerg6niquea, 



© Pour fabrlquer un hydrolyaat de prolines de lactosdrum a allergerilclta' requite, on fait subir a un hydrolyaat 
ensymatlque cTun prodult lactoeSrlque, d'abord un traJtement tbermlque» puis une seconde hydroJyse par une 
enzyme proteelytique. Dana ces conditions, lee prolines mlneures restees Intactes apres la premiere hydrolyse 
et qui constituent dee allergenes sont de*grad6ea en peptides. 

L'hydrolysat obtenu est desttnS a e*tre Incorpore* dans des preparations allmentalres a usage dtetStlque, en 
panlculler dans les formulae Infantliea. 
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Proof d4 do preparation d*im hydrolysat de protdlrms de laotosdrum at d*un aliment hypoallero4nlque3 



La presente Invention a pour objat la preparation do produits allmentaires b aJlergdnlcitd redulte. 
On salt qua las phenomenes d'allerglea au iait de veche et aux lalta adaptis aux beeolna du petit enfant 
qui en condennent sont dus au fait que las prolines du lalt de veche d'orlglne lactoeeYique different doe 
prolines du Iait maternal at peuverrt constituer des allergenes. Parml celles-ci, lee principaux eJlergenes 
$ reconnus sont en malorlta I'aJphaJactalbumine (aLA) et la Wtalactoglobullne (bLG), et en minority les 
immunoglobulin as (en paiUcuHer IgQ) et la sdrumalbumlne (BSA). 

On a cherchd a eilmlner teur aJIergenlcltd en lea transformant en peptides par hydroiyse. 
Salon la brevet des Etate-Unle No 4.29&571, on prepare un hydrolysat de prolines par hydrolysa 
pancreatlque. on coagule lea protdlnee non hydrolye^ea par un traJtement thermlque, pule on aoumet 
w Thydrolyaat a una ultrafiltration de manlere a eilmirter las prolines reslduelles coagulees et lee macropeptf- 
des qui pourralant canstituer dee allergenes. 

On a egalament propose, par exemple salon Blatt et coll., Anal. Bfochem. 22 : 161-165 ou la demands 
de brevet europeen No 22.019, d'affectuer Phydroiyee des prolines lactos6riques dlractamerrt dans una 
installation d' ultrafiltration at de racuelHIr lea peptides au fur et a meaure de lour formation. Dana un tal 
is reacteur a membrane, lea proteinee non hydrolyseee restent dans le r4tentat qui est recycle vera le 
compartimsnt d'hydrolyse pour dire a nouveau hydroiyse. If apparaU que, m€me dans cea conditions, II 
. n'est en pratique pas possible d'hydrolyser comp&tsment toutes les prolines du lactos^rum. La seruma|« 
bumine par example s'accumule dana la reacteur d'hydrolyse. Les dlfferentes especes d'Immunoglobullnes 
resistant egaiernent h i'hydrolyso par les enzymes pancrtatiques et ne se scindent que partfellement Lee 
2Q gros fragments ou macropeptldes obtenus par hydroiyse da flmmunoglobullne de colostrum bovln (IgQ) 
par la trypsine ou la papains malntiennent I'essentlei de I'allergenlcftd de I'lgG. 

6n nisume. II eat admls qu'll n'eat pas sufflsant de djgrader I'aLA et la bLG, car le BSA et I'lgG 
constituent dee allerg&nes pour I'homme et ont et£ decrits comma tela. Avec lee me'thodes de separation 
physique connues, las prolines mlneurea de haute valeur nutritionnelle sont perduas. 
26 ^invention a pour but da proposer un precede' da preparation d T un hydrolysat de prolines da lalt 
animal pratiquement exempt d'aJlerg&nes d'origine proteique, dans lequel on hydrolysa enzymatiquement 
un prodult lactos^rlque. 

Cast ainsl que le proce'dS seion PlnventJon est ca/act£rt$S par le fait qua Ton tralte thermlquement 
I'hydrolysat enzymatlque en solution auqueuse a 60-100 ' 0 pendant 3 a 10 mln. h un pH de 6 a 8, que Ton 
30 refroidlt I'bydrotysai a 40-60* C, puis qu'on le soumet a una seconde hydroiyse avec una enzyme 
proteolytlque de maniere a hydrolyser lea protelnes mlneures reaves Intactea apr&s la premiere hydroiyse. 
puis on inactive I'enzyme therrnlquemerrt 

Un avantage determinant du precede' salon I'lnvention est qu'll n'est pas nScesaalre de recourlr a 
Culmination de prolines nfsiduellea de haute valeur nutrltionneile par separation physique, 
ae L^ydroiysat obtenu est particullerement destine a I'allmentatJon dea petlts enfants a risques d'allergie 
ou a allergle dequise. 

Dane la present expose - , le terme "allergene" eat a comprendre comm© "proteins ou macropeptlde 
susceptible de declencher dea reactions alferglquas cftez des sujets, notamment dea petlts enfants ou des 
nourrlssons senslbles*. On considers qu'un hydrolysat ou un ailment contenant un tel hydrolysat est 

4Q hypoalJergenique lorsqu'on ne peut plus de*celer la presence de proteinss ou de gros fragments ou 
macropeptides de polds moleculalre > k environ 10.000 par tea mdthodes analydques habltuelles. par 
example par chromatographle llqutde haute performance (HPLC), par electrophorese de zone en gel de 
polyacryl amide (3DS-PAGE) ou. lorsque cos me'thodee ne permettent plus de mettra en evidence des 
anttgenes proteiquaa ou macropeptldlques, par des mSthodes immunologlquea, par exempie par double 

45 immunodiffusion (ID). 

Pour mettre en oeuvre le present procad^, on peut partlr de tout hydrolysat enzymatique d'une matlere 
premiere lactos^rique contenant lea prolines du lactos^rum. Cette matlere premiere peut §tre un lactose* 
mm de from agar fe, notamment un lactose' rum doux tel que celul resultant d'une coagulation da la caserne 
par la pr4sure. un (actos^rum acide provenant de la coagulation de la casSlne par un acida ou lea ferments 
so acidi Rants ou encore un lactoseTurn mixta resultant d'une coagulation acida et presure. 

Cette matlere premiere peut fitre un lactas^rum ds* mineralise* par echange d'lons et/ou par eleotrodlely* 
se. Ce peut §tre un concentre de protelnes de lactose* rum plus ou molns de*lact09e'es, obtenu par example 
par ultrafiltration auivie le cas echSant d'une dlalyse. La matlere premiere peut §tre encore une comblnalson 
des matierea premier s pn5ce*dentes et de lactose. Ella peut aa presenter sous forme d solution aqueuse, 
vrai ou colloYdaie, ou de poudre. Dans ce dernier cas. on diss ut la poudre dans de reau. de preference 
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demlnerallsee, de manlere & former una solution aqueuse. La mature premiere subJt un© hydrolyse 
enzyrnatique. par des nzymee proteolytlquea en melange ou purtfieos, actives dans les domalnes basique 
et neutre, par exemple la trypsin , la chymotrypslne ou la pencreatln de roanlare connue. 

On p ut pratiquer I'hydrolyse preaJable pendant un temps r lalWement court, d preference 6 a 35 
s mln. f par exemple 10 min. avec une felble quantity d'enzyme, par example 10% do la quantfte totals misa 
en oeuvre pour les hydrolysis, ceci permet cf^conomlser r enzyme, L'hydrolyse est ators partlelle. Cette 
hydrofyse peut avoir lieu dans un rdecteur ou en variants dans un tube. 

Dana le cas ou le suhetrat destine a dtre hydrolyse aurait tendance a ccaguler lore du traltement 
thenmlque. on peut prevolr d'y ajouter un agent cheiateur comma par example la citrate de calcium ou de 
to magnesium, comme o'est Indlque* par exemple dans la brevet dea Etats-Unls No 4.748.034. 

Selon l'lnvention, l'hydrolysat sublt un traltement thermique. a 80-100* C pendant 3 a 10 mtn. a un pH 
de 6 a 8. Blen entendu, dur6e et temperature sortt \\&qs. la flmite Inter! euro de la temperature correspondent 
a la llmlte supeneure de la dure* et lnvereement Dana lea echangours da chaieura Industrials, une 
temperature d'envlron 90 *C et una durdo d'attente d'envfron 5 ml n. so sont avdreea sufflsantes pour 
T6 rdaDser la ddnaturatlon des prolines mlneures. U eat apparu en effet qu'une telle d^naturatlon rend ces 
prolines accesslblee a la degradation enzymatJque ulteneure. II convlent de merrtionner que le traitement 
thermique Inactive Penzyme. 

On rsfroldlt ensulte I'hydrolysat a 40-60* C, de preference a environ 55* C qui constitue la temperature 
optimale pour ractivlte hydrolytlque et on ajuste le pH de preference a environ 7,5 par addition d'une 
20 solution aqueuse d T une base. 

Les conditions de la seconds hydrolyse peuvent varier. Dans un premier mode de realisation, on la 
conduit da manlere discontinue, par charges dans une cuvo de reaction thermostats©, Apres avoir ajoute 
I'en2yme proteolytlque cholsle parml la trypsins, la chymotrypslne, la pancreatine, un melange de trypsine 
et de chymotrypslne en solution aqueuse, on conduit l'hydrolyse pendant 80 a 180 min. 
26 Dans un second mode de realisation, qui est pretenl, la second© hydrolyse a lieu en continu dans un 
tube qui constitue le reacteur en regime turbulent pendant 1 a 60 min.. de preference pendant 2 a 20 min. 
Dans cette variama, solvent sa longueur, te tube fournlt le temps de reaction requls compte tanu du debit 
da prodult a hydrolyser. En consequence, I'enzyme ddt etre pomps*© en continu a I'entnie du tube 
d'attente. Le regime de forte turbulence qui en resufte provoque.un contact raplde et eubstrat. 
30 Quel que soit le mode de realisation de (a seconda hydrolyse, le prodult de I'hydrolyse 9ublt un 
traltement thermique qui provoque rinactlvatfon da Penzyme. Celui-d consist© a prechauffer l'hydrolysat a 
uno temperature superfeure ou egale a 75 *C at a le maintenlr a cette temperature de preference a 75- 
85* C pendant environ 5 mm., de manlere a favoriser une auto-dlgestlon de I'enzyme et ce traltement est 
. avantageusement survi d'une sterilisation, de preference a ultra haute temperature, par exemple a 125« 
06 135* C pendant 2-3 mln. t par Injection do vapour ou dans un echangeur de chaleur. 

L'hydrolysat peut §tre ensuite seche par exemple par pulverisation ou par lyophiilsation en vue d'une 
utilisation dlfferee ou encore traite ulterieurement Dans ce demter cas, I'lnactlvatlon de Tenzyma peut Stre 
effeotuee lore du traltement ulteneur. 

L'hydrolysat prepare par le procdd^ selon l'lnvention peut §tre Incorpore dans de nombreuses 
40 preparations allmentalres a usage dietetlque, notamment en dietetlqu© Infantile ou des convalescents, ou 
dana dea ailments facllement resorbables a I'usage de personnel aouffrant d'allergtes. 

L'lnvention conceme egalemant un precede de preparation d'un ailment hypoallergeniqua, caracterlee 
par le fait que Ton ajoute a I'hydrolysat des hydrates de carbones, des sels mlneraux et des matleres 
grasses a retat liquid© contenant le cas echeant des vftamines llposolubles, on y ajoute le cas echeant une 
48 solution aqueuse contenant dea vitamlnes hydrosolublea et des ollgo-eiemsnts, puis on seche. 
On peut secher par lyophillaation, ou de preference par pulverisation. 

On variants, on peut Inactlver I'enzyme par sterilisation a ultra haute temperature, puis on condltionne le 
prodult a retat liquids au lieu de le secher. 

Les examples sulvants lllustrent l'lnvention. Dans ceux-ci, les parties et percentages sont, sauf 
so indication contraire, exprlmes en valeur ponderaJe, 

Dans ces examples, les analyses par les methodes d-apres sont destlnees a montrer f'absence de 
proteines ou de macropeptides restduele apres la seconds hydrolyse ; 

I/3P3-PAQE8 , selon Laammli. U.K. 1970, Nature 227:680 et aurvantes, dans les conditions spdclflques 
Indlquees d-apr&s: 

66 
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Revelateur: co massle brlllant bleu G-250 

Solution tampon de PStectrophorese : 0.025 M Trie, 0,19 M glycin . 0,1% SDS 

Preparation dee dchantlilons: on disperse las achantillons dans un solution tampon aqua use contenant 
1% d SDS et de dlthlothrtfitol comma agent niducteur. On chauffe rapldem nt Jusqu'a 100* C. On precede 
ensurte a I'alkylatlon par riodoac^tamlde en solution aqueuse 2M de tampon THs de pH 9 (18 mg dans 0,1 
ml de solution tampon). Dana certains cas, on omet volontalremsnt la reduction et I'alkylatlon de manlsre h 
montrer les prolines & I'dta! non-rddultes. 

SensiblHte*: la methods dAtecte environ 0 r 1 ug de protdfnes BSA, atA et bLQ. La llmite de detection 
des chalhes H et L des IgG et dee IgG Intactes (non-nklultee) est plus Slevee a cause du caractere dlffus 
dea bandes, 

ll/ID. salon Outcherlony. o, Acta. Pathol. Microbiol. Scand. 28 : 507, dans lea conditions expe>lmentales 
spdcIEques cNapres: 



30 



Param&tre 

solution aqueuse d'agar 
Gels d'agar 

Diam&tre des orifices (mm) 
Coloration des gels lav£s 

Decoloration 



Conditions 

1,5% ( poids / volume ) , agar 
de type I de calbiocham, en 
solution saline de tampon 
phosphate, pH 7,2 

sur film flxant (produit LKB 
No 1850-102) 



coomassie brillant bleu R-250 
dans une solution 6thanol/eau/ 
aoide acfitlque (45/45/10, 
% volume/ volume) 



MStbode: L'SchantlJIon non-dllu$ est constitui d'une solution physlologique saline de 100 mg/ml. On 
as precede h des dilutions successive de 2:1 et on remplit lea orifices successes, d'une part avec 

I'echantlllon, d'autre part avec las sera epeciflques de lapln, respectivement antl-bLG, anti*aLA, anti-BSA et 

antl-IgG, k una concentration du t/l8eme de la concentration Initiate de I'^chantHlon. La detection de la 

proline correspond & la reaction de precipitation antlgene-anticorps. On note Is premier tltre (exprtm<5 en 

fraction de la concentration Initiate) correspondant b une absence de reaction. 
40 Sensibility de la mdthode: la llmite de concentration da detection de aLA et bLQ est volslne de 20 

ug/ml (volume d& I'ochamlllon 10 ul), cede de BSA et IgG est vclslne de 40 ug/ml. 

Ill/HPLC : selon Dlosady, L,L et coll. 19B0, Milchwlssenschaft 35 : 871, et Blcan, P. et coll., 1982, 

MUchwissenschaft 37 : 592, 

L'analysa sur colonne TSK 3000-SW confirms I'abeance de pic pour le BSA et I'lgG aprSs la seconds 
48 hydrolyae par comparalson avec les prolines intactes dans tee conditions cl-apres: 

Solvant; solution tampon, 0,05 M Trts-HCJ, 4 M guanldlnium, pH 8,3 

Echantillon: 1 mg d'hydrolysat ou de proline (timoin) 

Detection: 280 nm, d^brt 1 ml/mln 

Temperature da la colonne: 20 * C 
so Condition de gradient IsocratJque, 



Example 1 

55 On disperse 24 g de poudre da lactoesrurn aclde dSmlndrallse 1 (DWP) dans de I'eau de* mineralise sous 
agitation et on chauffe ientement Jusqu'i la dissolution. La solution obtenue a un volume de 60 ml et une 
teneur en maHeres scenes da 30%. 

La poudre da lactose" rum de 1 mineralise* mis en oeuvre a la composition sulvarrte. 
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ProtSines (N x 6,38) 

MatiSree grasses 

Lactose 

Candres 

Hiaoldit6 



11,9 

81 
2,8 
- 3,5 



1B 



20 



25 



30 



35 



On mot la solution dans un re" acta ur a double parol thermostats a 65* C, On augrnente le pH de la 
solution a 8 par addition d'une dispersion aqueuee de Ca(OH)* a 20% (polds/volume). 

On aioute aJors 30 mg de trypsine porcine de force 600 unltda/mg (pharmacopee des Etata-Unis, USP). 
On observe une diminution rapide du pH (due a t'lnltietion de I'hydrotyse) que Ton stoppe a pH 7,5 en 
utilisant une solution aqueuse de KOH IN at on malntient le pH a cette valour avoc un pH-stat par 
compensation automatique a I'aide d'une solution aqueuse de KOH IN. La reaction se pourault pendant 4 h 
a 55* C, aproa quol on n'observe plus de reaction ddcelable par titration. 

On a^pare Phydror/sat en quatre portions ©galas: 
la: On ajoute a 20 ml d*hydrolysat une solution aqueuee oontenant 6 mg d'lnhibtteur de trypsin© de 
soja <STt) da manlere a btoquer faction de la trypsine, puis on seche la solution par fyophillsatlon. . 

1b: On chauffe 20 mi d'hydrolysat a 70* C en 1 mln. et on malntient cette temperature pendant 5 

mln. 

1c: On chauffe 20 ml d'hydrolyaat a 80 " C en 2.5 mln. et on malntient cette temperature pendant 5 
id: On chauffe le resta de rhydrolysat en 4 mln. a 90 *C et on malntient cette temperature pendant 5 



mm. 



50 



55 



On refroldlt rapkJement les hydrolyaats 1b, 1c et id a 36* C. puis on les Introduit s^panjment dans des 
r^acteurs. Oans chaque nSacteur, on ajoute 30 mg de la trypsine prfcidente, puis on laisse la reaction se 
poursulve pendant 1 h. k 55 *C a pH 7,5, apres quol on n'obsarve plus de reaction ddcelable par titration. 
On ajoute alors 6 mg da STI k chacun des hydrolysat9 et on les e&che separiment par lyophlllsation. Les 
hydrolysats obtenus sent d4nomm6s respectivement le, 1f et 1g. 

Les results t5 d'analyae par 6lectrcphorese (SDS-PAQE) et double Immunodiffusion (ID) relatifs aux 
titres de sdrumalbumlne bovine (B8A) et d'lmmunoglobuflne G (IgQ) sont lndlque*s au tableau 1 cl-apree: 

Tableau 1 



Echantillona 


BSA 


IgQ 




par 


par ID 


par ID 




SD8-PAGE 






1a 


+ + + 


1/32 


1/64 


1b 


+ + + 


1/32 


1/19 


1C 


+ + + 


1/a 


1/1 


id 


+ + + 


1/8 


0 


1a 


-fr + + 


1/32 


1/32 


1f 




1/8 


1/1 


ig 


0 


0 


0 


Uganda: 









+ ++:iiug dan9 10 Ufl Nt 

+ : 0.1 tig dans 10 ug Nt 

0: non d^tectabi . < 0.1 tig dans 10 tig Nt 
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Ftesultats: 

Alora qua Ies three par ID sont 



alA: 


1/258-1/512 


btG: 


1/512-1/1024 


BSA: 


1/8 - 1/32 et 


IgQ: 


1/8 <■ 1/84 ' 



pour una solution aqueuse do 100 mg/ml do poudre de lactos^rum daminSralisd mis en oeuvre. le SDS- 
PAQE at IMD ne permettent da detector la presence d'alphalactalbumlne (aLa) et de bt§talactoglobullne 
(bUQ) dans aucun des eehantlllona. 

L'hydrolyse n'est pas sufflsante pour /aire diaper altre Ies aJierg&nes constitu^s par Ies prolines BSA et 
« lgG(1a). 

M§me si I'hydrolysat est traits* thermlquement cela rte sufftt pas k ellminer le BSA (1b, 1c. 1d). 
Pour obtenlr un hydrolyaat h ailerge'nJcltS nkfurte, II faut un traitement thermkque approprid. suM d'une 
seconde hydrolyse (1f. 10). 

20 

Example 2 

On disperse 160 g do concantrat de prolines de lactosSrum obtenues par ultrafiltration de perJMalt 
25 doux (WPC) dans i I d'eau dSmlndrallsde & 50* C dans un rdacteur k double parol thermostats ^ so" C. 
Le concentrat do protamines de lactos^rum mis en oeuvre a la composition sulvante: 





% 


Prolines (N x 6,38) 


77,2 


Matleres grasses 


8 


Lactose 


3 


Cendres 


7,3 


Humlditt 


4.5 



On augments le pH InltlaJ de 6,8 jusqu'& 7,9 par addition d'une dispersion aqueuse de Ca(OH)2 a 20% 
(polds/volume). On reg/e le pH-etat de manlere k maintenlr le pH k 7,3 par compensation automatique avec 
une solution aqueuse de KOM 2N. 

On ajoute 7,5 g de trypsine pencrSallque de force 3 unite* Anson (AU)/g de manure k inWer 
rhydrolyee et on pou/sult la reaction pandant 4 h k 50 *C. On chauffs ensulte I'hydrolysat k 90 *C par 
Injection de vapeur et on le maintlent pendant 6 mln. k cefcte temperature. Aprea refrofdlssement k 65' C on 
rltabRt le pH & 7,3 par compensation automatique avec une solution aqueuse de KOH 2N. On Introdult aJorg 
2 g de trypsine porcine (force 6 AU/g) de manl&re k inltier la second© hydrolyse que Ton poursuit pendant 
2 h avec compensation automatique du pH. On fcralte enauKe thermlquement I'hydrolysat pendant 10 min. k 
80 " C, puis on le refroldlt rapldement et on la seche par lyophiflaation. 

Pour survre I'hydrolyse. on prdleve des echantiltons de 1 ml k difftrents stades da J'hydrolyse, on y 
aloute cheque fols 6 mg de STt, on lea cong&le rapldement et on lee eeche par ryophliraatlon. 

Lea rtfsultats d'analyse par 10 eont IndlquSs dans le tableau 2 cl-apres. 
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Tableau 2 



Echantillon 



10 



Stade d'hydrolyse Traitemeat 

/duree (min) thermique 

aprfts le 
lor stade 
temperature 
(•C) /duree 
(min) 



Traitement 
thermique 
apres le 
2eme stade 
temperature 
(•C) /duree 
(min) 



73 



2a 
2b 
2C 
2d 
2e 
2f 

2g 



ler/25 

lex/70 

ler/180 

ler/240 

ler/240 

ler/240+ 

2eme/60 

ler/240* 

2 erne/ 60 



90/5 
90/5 

90/5 



90/10 



25 



30 



40 



SO 
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Suite du tableau 2 



10 



15 



20 



25 



00 



35 



Echantillon Titre it> L pour 



2a 
2b 
2c 
2d 
2e 
2f 
2g 

contrSle = 

WPC do depart 1/1048 1/1048 1/64 1/128 



LSgende: 

- Absence de traltement thermique 
1: Concentration -initials avant dilution, 
25 mg/ de matieres sSchQa/ral 



aLA 


BL6 


BSA 


IgQ 


1/16 


1/8 


1/32 


1/64 


1/2 


1/2 


1/32 


1/32 


1/1 


1/1 


1/32 


1/32 


1/1 


1/1 


1/32 


1/32 


1/1 


1/1 


1/4 


1/1 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 



Am HSsultsta: 

40 ■ ■ 

II reason du tableau 2 prdcddent que eeule (a double hydrolyae avec traitement thermique Irrterme'dlalre 
permet d'dRmlner PantigSnJcW de i'hydrofysat 

L'enalyse par SDS-PA06 montr9 par allleurs qu'aucune bands correepondant au BSA ne peut §tre 
ddtectSe pour lea 6chant!Uons 2f et 2g, 



Example 3 

On disperse 254,6 kg do DWP f 91,3 kg de WPC et 101,4 kg de lactose de quality allmentalre dans 800 
kg d'oau ddmlndralls^e h 00 * C. 

Le lactose mis en oeuvre a (a composition eulvante: 
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% 


Prolines (N x 8.36) 


03 


Mattered grosses 


a 


Lactose 


04.3 


Cendres 


0.1 


Humldltd 


4.0 



10 



15 



20 



25 



30 



On met fa dispersion prgcddente dans un rdacteur a double parol thermostato 1 a 55* C. La dispersion a 
una teneur an matleres sechas do 30.1% et un pH da 8,4, On augment© lo pH par addition d'une 
dispersion equeue© do Ca<OH)j a 20% Jusqu'a 7.a On ajoute alors 1 kg do trypsin© porcine (force 6 AU/g, 
rapport d'actlvrta* tjypslne:chymotrypslne 15:1 - 20:1 en U8P) disperse dans uno solution aqueuse 0.01 M 
d'HCt a 5-10" C, do manlere a In War I'hydrolysa On stoppe ensutte la chute rapide Initial© du pH et on le 
maintient a 7,3 avec un pH-stat par compensation automatlque a 1'aMe d'un© solution aqueuse da KOH 2N. 

On poursutt 1'hydrofyse a 55 "C et a pH 7,3 pendant 3 h, apres quo! on augments le pH a 7.6 par 
reglaga du pH-atafc a la nouvelle valeur. On fait ensulte passer Itiydroiyeat a travers un dchangeur de 
chaleur a plaques de manlere a le chauffer rapldement a 90*C r d© la' dana un tube d'attente (de*blt 7.5 
I/mm., volume du tuba 40 1. temps d'attente 5 mtn). puis dans un second dchangeur de chaleur a plaques 
ou il est refroldi a 56* C. 

On pompe alors i'hydrolysat a. un dSbrt de 7,5 Wntn. par nntermetJIalr© cTune vanne en T dans un tube 
d'attente de dlamefcre 0,028 m et de volume 1 50 (, ce qui correspond a un tempa d'attente de 20 mln. pour 
tout© la longueur. On pompe egaiement 1 kg de trypsin© (mSme dispersion que pr£c£tiemmertt) dans lo 
courant d'hydrolysat a un dSbrt de 6 l/h par nntermSdlaire de fa vanne en T a I'entr^e du tube d'attente. Le 
tuba d'attente est dlvtse" en sections qui permettent des durees d'attente progressives de 40 s. a 20 mln. 
On pttSlave un echantiilon d'hydrolysat d© quelques ml au ddbut du tube (sans temps d'attente), puis pour 
chaque temps d'attente, on les traJte Immddlaternent avec la quantite" approprtee da STI et on tes congele. 
Apres pnichauffage a flO*C avec un temps d'attente de 5 mfn.. on pomps le raste de rhydrolysat (qui a 
sub! un temps d'attente de 20 mln.) dans un stSrlllflateur a ultra haute temperature ou II e,st portf a 125*C 
pendant 2 min. de manlere a inactiver I'enzyme et a steriliser I'hydrolysat Apres I'avolr refrold), on seche 
I'hydrolysat par pulverisation- 

La poudr© obtenua a la composition sulvante: 



33 



40 





% 


Peptides 


23 


Lactose 


63 


Cendres 


4 


MatJeres grasses 


2 


HumkMe 


3 



SO 



L© degre* d'hydrolyse, azote x 100 / azote total (Nt) est 18% et le Nt 3,56%. 

L'analyse par SOS-PAGE confirm© I'absence de bandes protdiques avec des charges de prodult de 
l39Ug (Sag Mt) et de fiOOng (iflug Nt). En particuller, on n'observe aucune bande correspondant au BSA, 
aux chathes H et L des IgG au aLA ou au bLG. On voit una bande colors' e diffuse due aux groe peptides 
pres de I'extnlmlte anodtque du gel. 

Par 10, on no volt aucune Hgne de precipitation avec des sera antl-BSA, antMgG, anti-bLG eat antl-aLA 
a partir d'un echantiilon de 100 mg de metier©© seches / ml avant dilution. 

Le tableau 3 ci-apres montre llnfluence du temps d'attente tors de la seconde hydrolyse, sur le 8SA ©n 
partlculier. 
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Tableau 3 



fccnanulion 


Dureo du 






"litres ID' 




temps 












a attente (a.) 














BSA 


IgG 


□Lva 


DOA PST 












SOS-PAGE 












(Charge 500 ug) 


3 a (contr6le sans 2Sme hydrolyse) 




1/8 


1/2 


1/4 


+ + + 


3b 


40 


1/4 


1/1 


0 


+ 


3C 


120 


1/1 


0 


0 


0 


3d 


360 


1/1 ou 0 


0 


0 


0 


3e 


720 


1/1 ou 0 


0 


0 


0 


3f 


1080 


1/1 ou*0 


0 


0 


0 


3g (av©c traJtemsnt thermlque final 125* C/2mln.) 


1080 


0 


0 


0 


0 


Uganda: 













1 : La concentration Initiate avant dilution est 100 mg de matlerea scenes /ml 



Rebuttals: 

25 ' ~™ 

SDS-PAO& On observe une diminution raplde da PlntensftS do la bande B8A apres 40 s. ctfja. Apres 2 
mln„ !a bande n'est plus detectable pratiquement. Par comparison avec des dilutions succossives de BSA 
pure, la flmlte de vendibility de la mSthode est attelnte pour des charged de SO ng (nanogramme). On petit 
afflrmer que (a concentration finale de BSA dans rhydrolyeat apres 20 mln, d'attente eat < 0 r 01%, en 
so matleres aechee, par rapport a une concentration Initial© estimee a 1 ,8-2,2%. 

ID: Un tltro 0 ou 1 est attaint apres 8 mln. d' attente. On volt que Phydrolyse des prolines reste~es 
Intactes apres la premiere hydrolyse a lieu relattvement rapldement 



35 Exemple 4 

On precede comme a Pexemple 3, sauf qua la quantity d'enzyme ajoutee lors de la seconds hydrolyse 
est la moiti$, (ce qui represents 75% de la quantlta totals d'enzyme employee a rexemple 3. lere et 2fcme 
hydrolyse). L'anaiyse de B9A par ID montre un tltre de 0 a 1 apres 10 min. d'attente. Par consequent la 
4Q quantlta* d'enzyme mise en oeuvre peut dtre dlminu6e si le temps d'attente lors de la seeonde hydrolyse 
augmente. 



Exempts 5 

On precede comme a rexemple 3, sauf que la durSe de la premiere hydrolyse est 2 h et que la 
seconde hydrolyse a lieu dans un reacteur pendant 2 h a pH constant 7,3. Lea analyses de BSA par SDS- 
PAGE et ID montrertt la dlsparitlon de la protdlne dans ThydrolysaL 



Exemple B 

On met en oeuvre la mime matlere que dans rexemple 3 en meme quantity en ce qui conceme le 
DWP, le WCP et I'eau at on met la dispersion dans un raactBur a double parol thermostate 1 k SS'C. puis on 
66 y ajoute 200 g de trypslne. On conduit rhydrolyse pendant 10 mln. en compensant la chute de pH par 
addition de KOH 2N, 

On fart eneulte passer Thydrolysat dan9 un echangeur de chateur a plaques qui le chauffe a 90 *C 
pendant 5 mln. puis on le refroidit a 55* C. 
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On mot nsutte le prodult partiellement hydroJyse* et traits thermlqu ment dans le reacts ur thermostats 
a 55* C et on ajoute 1,8 kg d trypslne disperse dons un solution aqueuse d'HCI 0.01 M, On compens 
la chute du pH par addition da KOH 2N. 

Apres 3 h d'hydrolyee, on proced a I'lnactfvaflcn at a J'autadlgeation de I'enzyme en chautfant 
5 ITiydrolyaat a 80* C pendant 5 mln. On la stiriUse ensutte a 1 26' 0 pendant 2 mln. 



Example 7 

io On procede comma a i'exemple 6* sauf que i r on realise la premiere hydrolyse dans un tube d'attente 
pendant 10 mln. Le fraitement thermlque a enaulte Iteu dans Pechangeur de chajeur a 90* C pendant 5 mln. 
La seconds hydrolyee a lieu dans le reacteur comme a I'exemple 6 et la suite des operations s'effectue 
comma a I'exemple 0. 

i6 

Example 8 

On procede comme a I'exemple 3 Jusqu'a I'achevement de la seconde hydrolyse. On ajoute aiorg a 
rhydroiysat une quantity equivalent© d'une solution de maJtodextrine et d'amldon a 50% de matierea 

20 seches a laquelle on a preaJablement ajoute dea sals mlneraux dlssous dans de I'eau df$mln§rallsde a 
50 ' C dans une cuve thermostatSa, On chauffe ensulte le melange a 76 ' C au moyen d'un dchangeur de 
chaleur a plaques, pule on y Introduit dee matieres grasses composaes d'olelne de paJme. d'hulle de nolx 
de coco, d'huile de earth am a, de lechhlne et de vltamlnes ilposohibles, lea matieres grasses ayant 6td 
pr^alablement fonduea a 65* C et reprdsentant 10% du melange precedent Apres prechauffage a 80 *G 

25 avec un temps d'attente de 5 mln., on sterilise ensulte le tlqulde obtenu k 125*C pendant 2 mln. par 
injection dlrecte de vapeur, on le refroldlt a 70* C par detente dana un vase d T expanslon, on rhomogenelse 
an 2 stapes d'abord a 200 bar puis a 60 bar, on le refroldlt a 10* C a ['aide d'un echangeuf de chaleur a 
plaques, puis dans une cuve de stockage IntermSdialre, on y ajoute une solution d'adde cltrique a 10% 
dana de I'eau damlneYaJIsee, des vltamlnes hydrosolubles, dee oHgoelemsnts et de la taurine. Enfin, on 

30 chauffe le melange a 75 "O. on rhornogenetea en un passage a 165*170 bar, et on le seche par 
pulverisation. 

La poudra a la composition sulvante; 





% 


Peptides 


12,5 


Matieres grasses 


29 


Hydrates do carbons 


56\2 


dont Lactose 


30.3 


Mattodextrlne 


tea 


Amldon 




Mlneraux 


2,3 


Vltamlnes et ollgo-e* laments 


traces 


Hurnkfltt 


3 



Example 9; 

On procede comme a i'exemple 9 sauf qu'apres la seconde homogineJBatlon on sterilise te liquid© a 
125" C pendant 2 mln,, on le rsfroidit a 10* C et on le rempllt aseptiquernent dans des recipients. 
Le llqurde a la composition sulvente: 
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% 


P ptldea 


1.8 


Matler a grasses 


3.4 


Hydrates da carbons 


7,4 


dont Lactose 


5.2 


Maltodextrine 


1,4 


Am Won 


04 


M|n£rdux 


0>3 


Vllamlnee et ollgoeiementr 


traces 


Eau 


79,9 



Revendlcatlon* 

1. Precede do preparation d'un hydrolysat de proteinee do lalt animal pratlquemerrt exempt d'allergenee 
d'origlne protilque, dans lequel on hydrolyae enzymstlquement un produtt lactoserlque, caracterlae par le 
fait que ron traJte therm'quemant rhydrotyaat ensymatique en solution aqueuse, a 80-100" C pendant 3 k 
10 min. h. un pH do 6 k 8, que Ton refroidit I'hydroly&at h 40-60* C, puis qu 4 on le soumet & une seconde 
hydrolysa avec une enzyma proteolytic^ de maniere a hydrolyser lea prolines mlneures restees Intactes 
apres la premiere hydroryse, puis on Inactive ('enzyme thermlquement 

2. Precede selon la revendloatlon 1, dans lequel le produit lactos^rique mis en oeuvre est cholsl parmi 
la lactoserum, le lactoserum d^mlndralfs^, las concentres de lactoserum demoralise et leurs melanges, le 
cas echa'ant avec le lactose. 

3. Precede selon (a revendloatlon 1, caracta'risd par le fait que Ton utilise una en2yme protdolytfqua 
choisie parml la trypslne, la chymotrypalne, un melange de trypslne et da chymotrypalne et la pancreatine. 

4. Proceed salon fa revendlcatlon 1, caracterlse par le fait qua I'hydrolyse enzymatfque a lieu par 
charges dans un re acta ur pendant 60 & 1 80 m(n. 

5. Precede selon la revendlcation 1, caracte>lse par te fait que I'hydrolyse enzymatfqua a tisu en 
contfnu dana un tube en regime turbulent pendant 1 a 60 min., de preference pendant 2 a 20 mln. 

6. Proce*de* salon la revindication 1 , caracterise par le fait que Ton Inactive Tenzyme en pnichauffant 
f'hydrolysat k una temperature de 75 a 85 *C et en le malntenant k cette temperature pendant environ 5 
min., puis en le sterillaant. 

7. Hydrolysat obtenu par la mlse en oeuvre du procede salon Tune das revendications 1 a 6. 

8. Procede de preparation d'un aliment hypoallergenlque. caracterlae par le fait que Ton ajoute a 
I'hydrolysat obtenu selon la revendlcatlon 1, dea hydrates de carbons, das sals mineraux et des matferes 
grasses h retat UquWe contenant le cas echeant des vltamlnes flposoiubles, on y ajoute le cas Servant une 
solution aqueuse contenant des vltamines hydrosolubles et des ollgoeiements, puis on seche, 

0. Procede selon la revendrcaflon a. dang lequel I'hydrolysat mis en oeuvre contlent I'enzyme non- 
inactlvee, caracterfBe' par le fait qua ron Inactive I'enzyme thermlquement lors de la preparation de 
('ailment 

10. Precede selon la revendlcatlon 9, caracteriae par le fait que I'on Inactive I'enzyme par pnichauffage 
a 75-85 *C pendant environ 5 mln., puis par sterilisation a ultra haute temperature et on conditionne le 
produit a retat liquids da manure asepttque au Oeu de le sector. 

1 1 . Aliment hypoallergenlque obtenu par la mlse en oeuvre du precede selon I'une des revendications 8 
a 10. 

12. Utilisation d'un hydrolysat salon la revendlcatlon 7 dans les preparations anmentaires a usage 
dietSttque. 
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